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(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR IDENTIFIZIERUNG EINER POLYMERSEQUENZ 




(57) Abstract: The invention relates to a method for identifying a first 
polymer sequence (4) bound to a first phase (5) that reflects electro- 
magnetic waves. The inventive method includes the following steps: a) 
bringing the first polymer sequence (4) into contact with an affine sec- 
ond polymer sequence (3), which is directly or indirectly bound, via 
metallic clusters (2), to a solid second phase (1) that is permeable to 
electromagnetic waves; b) radiating electromagnetic waves through the 
second phase (1), and; c) detecting the alteration of the properties of the 
reflected electromagnetic waves. 




(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Identifizierung einer an einer elektromagnetische Wellen 
reflektierenden ersten Phase (5) gebundenen ersten Polymersequenz 
(4) mit folgenden Schritten: a) Inkontaktbringen der ersten 
Polymersequenz (4) mit einer aflinen zweiten Polymersequenz (3), 
die direkt oder indirekt fiber metallische Cluster (2) an eine feste fur 
elektromagnetische Wellen durchlassige zweite Phase (1) gebundenen 
ist, b) Durchstrahlen der zweiten Phase (1) mit elektromagnetischen 
Wellen und c) Erfassen der Anderung der Eigenschaften der 
reflektierten elektromagnetischen Wellen. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Identif izierung einer 
Polymersequenz 



5 Die Erf indung betrif ft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Identifizierung einer an einer elektromagnetische Wellen 
reflektierenden ersten Phase gebundenen ersten 
Polymersequenz . 

10 Aus der WO 98/48275 ist ein optischer Sensor bekannt, mit dem 
Nukleinsauren, Proteine und deren Liganden erfaSt werden 
konnen. Aus der US 5,611,998 ist ein optischer Sensor 
bekannt, mit dem nanometrische Abstandsanderungen von 
Dunnfilmen in makroskopische optische Signale umgewandelt 

15 werden konnen. 

Zum Nachweis wird . der optische Sensor z.B. in eine 
nukleinsaureenthaltende Losung getaucht. Nach Spuleri und 
Trocknen des Sensors kann dessen optische Eigenschaft 
20 ermittelt werden. - Das Verfahren unter Verwendung des 
bekannten Sensors erfordert mehrere Schritte; es ist 
zeitauf wendig . 

Aufgabe der Erf indung ist es, die Nachteile des Stands der 
25 Technik zu beseitigen. Es soilen insbesondere ein Verfahren 
und* eine Vorrichtung angegeben werden, mit denen biochemische 
Molekiile schnell und einfach nachgewiesen werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 17 
30 gel6st. ZweckmaSige Weiterbildungen der Erf indung ergeben 
sich aus den Merkmalen der Anspruche 2 bis 16 und 18 bis 26. 

Nach Mafigabe der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Identifizierung einer an einer elektromagnetische .Wellen 
35 reflektierenden ersten Phase gebundenen ersten Polymersequenz 
mit folgenden Schritten vorgesehen: 
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a) Inkontaktbringen der ersten Polymersequenz mit einer dazu 
affinen zweiten Polymer sequenz, die direkt oder indirekt 
uber metallische Cluster an eine feste fur 
elektromagnetische Wellen durchlassige zweite Phase 
gebunden ist, 

b) Durchstrahlen der zweiten Phase mit elektromagnetischen 
Wellen und 

c) Erfassen der Anderung der Eigenschaf ten der ref lektierten 
elektromagnetischen Wellen. 

Nach dem erf indungsgem&Sen Verfahren mufi das nachzuweisende 
biochemische Molekul nicht unbedingt in Losung vorliegen. Es 
kann z.B. auch zu Markierungszwecken an einen Festkorper, wie 
eine Banknote, gebunden sein. Durch einf aches 
Inkontaktbringen der zweiten fur elektromagnetische Wellen 
durchlassigen Phase und Messung der optischen Eigenschaf ten 
des reflektierten Lichts kann sofort ermittelt werden, ob das 
nachzuweisende Biomolekul an der ersten festen Phase gebunden 
ist. Das Verfahren ist schnell und einfach durchf uhrbar . 

Vorteilhafterweise werden als elektromagnetische Wellen 
Licht, vorzugsweise erzeugt durch eine Fluareszenzlampe, 
Leuchtdiode (LED) , eine Xenon- oder Leuchtstof f rohre oder ein 
LASER, verwendet. Die Eigenschaf ten von direkt ref lektiertem 
oder gestreutem Licht konnen besonders einfach ermittelt 
werden . 

Als Anderung der Eigenschaft kann die Absorption in einem 
vorgegebenen Spektrum vor und/oder nach dem Inkontaktbringen 
der ersten und der zweiten Polymersequenz gemessen werden. 
Ferner kann auch bei Verwendung von monochromatischem Licht 
als Anderung der Eigenschaft die' spektrale Verschiebung 
gemessen werden. 
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Aufierdem kann als Anderung der Eigenschaft die zeitliche 
Anderung der Absorption und/oder Reflexion beim oder nach dem 
Inkontaktbringen und/oder Trennen der ersten und zweiten 
Polymersequenz gemessen werden. Die Anderung der Eigenschaft 
kann unter mehreren voneinander verschiedenen Einfallswinkeln 
gemessen werden. Es ist denkbar auch andere Anderungen der 
Eigenschaften des reflektierten Lichts zu messen. 
Insbesondere richtet sich die Wahl, welche Anderung erfafit 
wird, nach den jeweiligen Gegebenheiten des Einsatzbereichs . 

Zweckmafiigerweise wird das Inkontaktbringen der ersten mit 
der zweiten Polymersequenz durch trockenes Aufeinander 
pressen der ersten und der zweiten Phase vorgenommen. Die 
Anderung der Eigenschaft wird zweckmafiigerweise in 
Abhangigkeit des AnpreSdrucks erfafit. 

Beim Schritt lit. a kann auch mindestens eine weitere direkt 
oder indirekt uber die metallischen Cluster an die zweite 
Phase gebundene Polymersequenz mit der ersten Polymersequenz 
in Kontakt gebracht werden. Das ermoglicht es, gleichzeitig 
eine Mehrzahl an Identif izierungsreaktionen durchzufuhren. 

Die erste Phase bzw. das erste Substrat kann eine Metallfolie 
sein, auf der zweckmafiigerweise eine, vorzugsweise inerte, 
Abs'tandsschicht auf gebracht ist. Durch die Dicke der 
Abstandsschicht kann die beim Aufeinanderpressen der Phasen 
beobachtbare Absorption bestimmter Lichtwellenlangen variiert 
werden. Es konnen so als Signal bestimmte Farben 
voreingestellt werden. 

Die Abstandsschicht kann in Form eines Musters, vorzugsweise 
eines Strichcodes auf die erste aber auch auf die zweite 
Phase auf gebracht sein. Auch die erste und/oder die zweite 
Polymersequenz konnen in Form eines Musters, vorzugsweise 
eines Strichcodes auf die erste bzw. zweite Phase auf gebracht 
sein. Das Vorsehen der vorgeschlagenen strichcodes eignet 
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sich hervorragend zur falschungssicheren Markierung z.B. von 
Banknoten. 

Zur Markierung kann entweder die erste Phase fest mit dem zu 
5 markierenden Gegenstand verbunden und zur Detektion die auf 
der zweiten Phase aufgebrachte zweite Polymersequenz mit der 
auf der ersten Phase befindlichen ersten Polymersequenz in 
Kontakt gebracht werden. Es ist aber auch moglich zur 
Markierung die zweite Phase fest mit dem zu markierenden 
10 Gegenstand zu verbinden und zur Detektion die auf der ersten 
Phase aufgebrachte erste Polymersequenz mit der auf der 
zweiten Phase befindlichen zweiten Polymersequenz in Kontakt 
zu bringen. 

15 Als erste und/oder zweite Polymersequenz wird 
zweckmafcigerweise DNA, RNA, Protein, Peptid, 

Peptidnukleinsaure (PNA) , ein strukturell verwandtes aus 
einem oder aus unterschiedlichen in definierter Sequenz 
gekoppelten Monomeren gebildetes Oligo- bzw. Polymer oder ein 

20 Ligand davon verwendet. Grundsatzlich eignen sich alle 
biochemischen Molekiile mit selektiven biorekognitiven 
Eigenschaf ten . 

ErfindungsgemaS ist bei einer Vorrichtung zur Idehtif izierung 
25 einer an einer elektromagnetische Wellen ref lektierenden 
ersten Phase gebundenen ersten Polymersequenz vorgesehen, daS 
eine zweite fur elektromagnetische Wellen durchlassige Phase 
an einer Oberflache eine direkt oder indirekt uber 
metallische Cluster gebundene zweite Polymersequenz aufweist, 
30 so daS die zweite Polymersequenz mit der ersten 
Polymersequenz in Kontakt bringbar ist. 

Die erfindungsgemafie Vorrichtung eignet sich insbesondere zum 
•Einsatz in der Sicherheits- und Erkennungstechnik; sie 
35 erlaubt eine schnelle und einfache I dent if izierung der ersten 
Polymersequenz . 
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Ein Spulen und Trocknen der Vorrichtung ist zur Messung der 
optischen Eigenschaften der verwendeten elektromagnetischen 
Wellen nicht erf orderlich. 

5 Es hat sich als zweckmaSig erwiesen, die metallischen Cluster 
aus edlen Metallen wie z.B. Silber, Gold oder Platin zu 
bilden. Auch Metalle mit guter Leitf ahigkeit und 
Korrosionsfestigkeit wie z.B. Kupfer, Aluminium, Zinn oder 
Indium, sind geeignet. An solche Metalle binden insbesondere 
10 chemisch modifizierte Polymersequenzen besonders gut. 

Als elektromagnetische Wellen kann Licht, vorzugsweise 
erzeugt durch eine Fluoreszenzlampe, Leuchtdiode oder einen 
LASER, verwendet werden. Vorteilhaf terweise ist die zweite 
15 Phase aus einem Material mit hoher Oberf lachenglatte z.B. 
. Glas oder aus einer flexiblen, glatten Kunststof f folie 
hergestellt. 

Als weiterer Bestandteil der Vorrichtung kann eine 
20 Einrichtung ■ zur Bestimmung der optischen Eigenschaften des 
reflektierten Lichts vorgesehen sein. Mittels der Einrichtung 
kann die Absorption in einem vorgegebenen Spektrum vor 
und/oder nach dem Inkontaktbringen der ersten und der zweiten 
Polymersequenz mefibar sein. Ferner kann mittels der 
25 Einrichtung die spektrale Verschiebung des reflektierten 
Lichts mefibar sein. ZweckmaSigerweise ist mittels der 
Einrichtung die optische Eigenschaf t . unter mehreren 
voneinander verschiedenen Einf allswinkeln meSbar. 

3 0 Die erste und/oder zweite Polymersequenz kann DNA, RNA, 
Protein, Peptid, Peptidnukleinsaure, ein strukturell 
verwandtes aus unterschiedlichen Monomeren in definierter 
Sequenz gekoppeltes Oligo- bzw. Polymer oder ein Ligand davon 
sein. Als Polymersequenz k6nnen aber'auch ss-DNA, ss-RNA oder 

35 synthetische Analoga davon verwendet werden. 
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Daruber hinaus konnen Polymerseguenzen aus gleichen 
Monomeren, sogenannte Homopolymere , verwendet werden. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand der Zeichnung naher 
erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Ansicht der Vorrichtung, 

Fig. 2 die Vorrichtung nach Fig. 1 im nicht affin 
wechselwirkenden Fall und 

Fig- 3 die Vorrichtung nach Fig. 1 im affin 
wechselwirkenden Fall. 

In den Fig. 1-3 ist als erste Polymersequenz eine 
einzelstrangige DNA 4 an eine Metallfolie 5 gebunden. Die 
Metallfolie 5 kann wiederum beispielsweise zu 
Markierungszwecken an Banknoten oder Chipkarten angebracht 
sein (hier nicht dargestellt) . Die zweite feste Phase kann 
beispielsweise aus einem Glastrager 1 hergestellt sein. Auf 
einer Oberflache des Glastragers 1 befinden sich metallische 
Cluster 2, z.B. Goldcluster. An die Cluster 2 ist als zweite 
Polymersequenz eine weitere einzelstrangige DNA 3 gebunden. 

Sofern die DNA 4 und die weitere DNA 3 in Kontakt gebracht 
werden, sind zwei Palle zu unterscheiden: 

Im ersten in Fig. 2 gezeigten Fall ist die DNA 4 nicht 
komplementar zur weiteren DNA 3. Es findet keine affine 
Wechselwirkung (in Fall von DNA Hybridisierung genannt) 
statt. Zwischen der durch die Cluster 2 gebildeten Schicht 
und der Metallfolie 5 stellt sich ein erster Abstand di ein. 

Im zweiten in Fig. 3 gezeigten Fall ist die DNA 4 
komplementar zur weiteren DNA 3. Die DNA 4 und die weitere 
DNA 3 hybridisieren. 
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Es stellt sich ein kleinerer zweiter Abstand d 2 zwischen der- 
durch die Cluster 2 gebildeten Schicht und der Metallfolie 5 
ein. 

Ein durch den Glastrager 1 einfallender Laserstrahl (hier 
nicht dargestellt) wird an der durch die Cluster 2 gebildeten 
Schicht reflektiert. Die Eigenschaften des ref lektierten 
Lichts hangen vom Abstand di. d 2 der durch die Cluster 2 
gebildeten Schicht von der Metallfolie 5 ab. So andert sich 
beispielsweise die Absorption. Durch Messung der Absorption 
kann auf einfache Weise ermittelt werden, ob eine spezifische 
Interaktion (insbesondere Hybridisierung) vorliegt oder 
nicht. Das ermoglicht die Identif izierung der ersten 
Polymersequenz . 

Zur Herstellung der mit den Bezugszeichen 1-3 bezeichneten 
optischen Sonde wird ein Glassubstrat mit Gold beispielsweise 
bedampft. Die DNA, z.B. Oligonukleotide, werden an ihrem 
5- Ende mit einer Thiolgruppe versehen. Die mit Gold 
bedampfte Glasoberf lache wird in eine die vorgenannten 
Oligonukleotide enthaltende Losung getaucht. Dabei lagern 
sich die Oligonukleotide fiber eine stabile Thiolbindung an 
die Goldcluster an. 

Die mit den Bezugszeichen 4 und 5 bezeichnete Probe wird auf 
eine analoge Weise hergestellt. 

Im Hinblick auf weitere Einzelheiten, insbesondere die GroSe 
der Cluster sowie die Abstandsparameter, wird auf die WO 
98/48275 verwiesen, deren Of fenbarungsgehalt hiermit 
einbezogen wird. Insbesondere wird auch auf die US 5,611,998 
verwiesen, in der die Anderung der spektralen Eigenschaften 
in Abhangigkeit von den Abstanden di bzw. d 2 beschrieben 
wird, deren Of fenbarungsgehalt hiermit einbezogen wird. 
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Zusatzliche Sicherheit und/oder verbesserte Signalqualitat 
kann daruber hinaus auch dadurch erreicht werden, dass 
dieselben oder weitere Identif izierungsreaktionen auf einer 
Metallfolie, welche mit . verschieden dicken inerten 
5 Abstandsschichten bedeckt ist, durchgefuhrt werden. 

Dadurch konnen die Identif izierungsreaktionen bei 
unterschiedlichen Wellenlangen ausgelesen werden. Die 
Abstandsschichten konnen dabei in Form eines Strichmusters 
10 oder eines anderen Musters aufgebracht sein. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Identif izierung einer an einer 
elektromagnetische Wellen ref lektierenden ersten Phase 
5 (5) gebundenen ersten Polymersequenz (4) mit folgenden 

Schritten: 

a) Inkontaktbringen der ersten Polymersequenz (4) mit 
einer dazu affinen zweiten Polymersequenz (3) , die 

10 direkt Oder indirekt uber metallische Cluster (2) an 

eine feste fur elektromagnetische Wellen durchlassige 
zweite Phase (1) gebundenen ist, 

b) Durchstrahlen der zweiten Phase (1) mit 
15 elektromagnetischen Wellen und 

c) Erf as sen der Anderung der Eigenschaften der 
reflektierten elektromagnetischen Wellen, 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei als elektromagnetische 
Wellen Licht, vorzugsweise erzeugt durch eine 
Fluoreszenzlampe , Xenonlampe , Leuchtstof f rohre , 

Leuchtdiode oder einen LASER, verwendet wird. 

i 

25 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
* als Anderung der Eigenschaft die Absorption in einem 
vorgegebenen Spektrum vor und/oder nach dem 
Inkontaktbringen der ersten (4) und der zweiten 
Polymersequenz (3) gemessen wird. 



30 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
bei Verwendung von monochromatischem Licht als Anderung 
die spektrale Verschiebung gemessen wird. 



35 



5. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als Anderung der Eigenschaft die zeitliche Anderung der 
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Absorption und/oder Reflexion beim oder nach dem 
Inkontaktbringen und/oder Trennen der ersten (4) und 
zweiten Polymersequenz (3) gemessen wird. 

5 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Anderung der Eigenschaft unter mehreren voneinander 
verschiedenen Einfallswinkeln gemessen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
10 das Inkontaktbringen durch trockenes Auf einanderpressen 

vorgenommen wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Anderung der Eigenschaft in Abhangigkeit des 

15 Anprefidrucks erfaEt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
beim Schritt lit. a mindestens eine weitere direkt oder 
indirekt uber die metallischen Cluster (2) an die zweite 

20 Phase (1) gebundene Polymersequenz mit der ersten 

Polymersequenz (4) in Kontakt gebracht wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
,die erste Phase (5) eine Metallfolie ist. 

25 

11. * Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 

auf der Metallfolie eine, vorzugsweise inerte, 
Abstandsschicht auf gebracht ist. 

30 12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Abstandsschicht in Form eines Musters, vorzugsweise 
eines Strichcodes, auf die erste (5) bzw. zweite Phase 
(1) auf gebracht ist/sind. 

35 13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (4) und/oder die zweite Polymersequenz (3) in 
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Form eines Musters, vorzugsweise eines Strichcodes, auf 
die erste (5) bzw. zweite Phase (1) aufgebracht ist/sind. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 zur Markierung die erste Phase (5) fest mit dem zu 

markierenden Gegenstand verbunden und zur Detektion die 
auf der zweiten Phase (1) aufgebrachte zweite 
Polymersequenz (3) mit der auf der ersten Phase (5) 
befindlichen ersten Polymersequenz (4) in Kontakt 
10 gebracht wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
zur Markierung die zweite Phase fest mit dem zu 
markierenden Gegenstand verbunden und zur Detektion die 

15 auf der ersten Phase (5) aufgebrachte erste 

Polymersequenz (4) mit der auf die auf der zweiten Phase 
(1) befindlichen zweiten Polymersequenz (3) in Kontakt 
gebracht wird. 



20 16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als erste (4) und/oder zweite Polymersequenz (3) DNA, 
RNA, Protein, Peptide, Peptidnukleinsaure (PNA) , ein 
strukturell verwandtes aus einem oder aus 
.unterschiedlichen in definierter Sequenz gekoppelten 

25 ' Monomeren gebildetes Oligo- bzw. Polymer oder ein Ligand 
• davon verwendet wird/werden. 

17. Vorrichtung zur Identif izierung * einer an einer 
elektromagnetische Wellen ref lektierenden ersten Phase 
30 (5) gebundenen ersten Polymersequenz (4) , dadurch 

gekennzeichnet, daS eine zweite fur elektromagnetische 
Wellen durchlassige Phase (1) an einer Oberflache eine 
direkt oder indirekt uber metallische Cluster (2) 
gebundene zweite Polymersequenz (3) aufweist, so daS die 
35 zweite Polymersequenz (3) mit der ersten Polymersequenz 

(4) in Kontakt bringbar ist. 
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18. Vorrichtung nach Anspruch 17, wobei die metallischen 
Cluster (2) aus Silber, Gold, Platin, Aluminium, Kupfer, 
Zinn oder Indium gebildet sind. 

5 19. Vorrichtung nach Anspruch 17 oder 18, wobei als 
elektromagnetische Wellen Licht, vorzugsweise erzeugt 
durch eine Fluoreszenzlampe, Xenonlampe, 

Leuchtstoffrohre, Leuchtdiode oder LASER, verwendet wird. 

10 20. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 19, wobei 
beide Phasen eine glatte Oberflache aufweisen. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 17 bis 20, wobei ' 
eine Einrichtung zur Bestimmung der optischen Eigenschaft 

15 des reflektierten Lichts vorgesehen ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, wobei mittels der 
Einrichtung die Absorption in einem vorgegebenen 
Spektralbereich vor und/oder nach dem Inkontaktbringen 

20 der ersten (4)und der zweiten Polymers eqiienz (3) meSbar 

ist. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 oder 22, wobei 
,mittels der Einrichtung die spektrale Verschiebung des 

25 * reflektierten Lichts meSbar ist. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 23, wobei 
mittels der Einrichtung die optische Eigenschaft unter 
mehreren voneinander verschiedenen Einf allswinkeln mefibar 

30 ist. 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 17 bis 24, wobei die 
erste (4) und/oder zweite Polymersequenz (3) DNA, RNA, 
Protein, Peptid, Peptidnukleinsaure (PNA) ein strukturell 

35 verwandtes aus einem oder aus unterschiedlichen in 
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definierter Sequenz gekoppelten Monomeren gebildetes 
Oligo- bzw. Polymer oder ein Ligand davon ist. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspruche 17 bis 25 , wobei die 
erste (4) und/oder zweite Polymers equenz (3) ss-DNA, ss- 
RNA oder synthetische Analoga davon ist/sind. 
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